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緒言
薬物療法にお ける治療効果と副作用 の発現には個体差 が存在 し､ その原因として先天的要 餌
(遺伝､ 性別 , 年齢) と後天 的要因 (噂好晶､ 食事 ､ 薬物) があげられ る. これらの 要因の なか
で最も重要なもの は遺伝である ｡ こ の ような ､ 薬物 に対する感受性の個体差は単 一 の座位におけ
る遺伝子 型 ( ゲノ タイ プ) の 違 い に依 存する 場合があり ､ こ の 研究 の 分野 を薬理遺伝学
(pha rm a coge n etics) と位置づけるようになっ た [1]o 薬物の体内動旗は吸収､ 分布, 代謝､ お
よび排滑の過程に分けられるが ､ こ の うち､ お もに薬物代謝に関与する酵素の活性や形質 (フェ
ノタイプ) との 関係が見い出されるようになり [2]､ 本分野 は薬物代謝能の個体差や人種差, お
よびそ の遭伝的メカニズム を研究する分野 に発展して きた｡
薬物の代謝には シ卜クロ ム P4 50(cyto chr om eP450;G YP) をは じめとして ､ アセテル転移
酵素､ グル タチオン S 一 転移酵素 ､ フ ラビン含有モ ノオキシゲナ - ゼ､ U D P- ダルク ロ ン酸転移
酵素､ 硫酸転移酵素など種々の酵素が関係 してい る｡ これらの うち , CYP はその 基質となる薬
物の 数が極めて多い ことから最も重要な酵素であると考えられている 0 CY Pはそ のアミノ酸の
相同性にも とづいて分類 [3] されており ､ ヒトの 薬物代謝に関わる もの だけで も 20 種類以上
の分子種 の 存在 (C YPIAl, CWIA 2, C YP2A 6, C Y P2 B 6, C YP2C9, C Y P2C1 9, C Y P2D 6,
CYP2El, CYP3A 4, C Y P3A5 など) が知られて いる [4]Q これ らの分子種の うち ､ い くつか の
分子種は遺伝子多型を示すこ とが知られてお り､ 遺伝子 の 一 部 (または全領域) が変化または欠
捜す畠こ とにより特定の C Y Pの活性が欠損して い る個体が存在する ことが明ちか にされて い
る｡ 薬物代謝能が欠如した個体は po o r m etabolizer(P M) と呼ばれ､ 通常の 代謝能を持つ個体
(e xte nsive m etabo正ze r:E M) と比 べ て, 常用量の 薬物を服用 して も高い血祭中濃度が長時間続
くために必要以上 の薬理効果が生 じ､ 副作用が起 こ りやすい [5,6]｡ また､ 最近で は P M ほど
ではないが E M よ りも代謝能が遅い intemlediate metabolizer(n4) と E M よりも代謝が速
い 山tr arapid m etabolizer(UM) の 存在 も報告 されてお り [7, 8]､ 前者におい ては薬物治療濃
度域の狭い薬物を使用 した際に P M と同様 に副作用の発現が危倶され [7]､ 後者 においては逆
に, 期待 される治療効果が得られない可能性が考 えられてい る [8]o
遺伝子多型を示す CY Pのなか で ､ 最も良く.知 られてい る分子種は C Y P2 D6 と C Y P2Cl
.9
であるo CY ア2 D 6の 遺伝子多型は降圧薬で あるデブリソキンの代謝多型から発見されたo すな
わち, 白人 のデブリ ソキンの 4- 水酸化能には個体差が存在 し､ 90- 93 %の個体はデブリソキ
ン を 4 - ヒドロキシデブリソキン に代謝する能力を有するの に対して ､ 7 - 10 %の個体はその
能力をほとんど持たない P M である [9]｡ この ようなデブリソキン代謝能の個体差は CYP2D6
の活性の個体差に依存 しており ､ 後に ､ Gord ez らがデブリ ソキ ンの P M より CY P2 D 6の
変異遺伝子の存在を初めて明らか にした [10]o 一 方､ C YP2C19の遺伝子多型は抗けいれん薬
であるメフ ェ ニ トイ ンの代謝多型か ら発見された｡ メ フ エ ニ トインには R 体と S 体の光学 異
性体が存在 し, その うち S 体の 4' - 水酸化能に個体差が認められて い る｡ S- メフ ェ ニ トイ ンの
4' 一 水酸化能の 日本人 にお ける P M の頻度は 1 8- 23 % に淳する こ とが知られて い る [1 ト1 3]｡
この ような S- メ フ ェ ニ トイン代謝能の個体差は C Y P2C19 の活性の個体差に依存しており ､
後に､ deM or ais らが S- メ フ ェ ニ トイ ンの P M より C YP2C 19の変最澄伝子 の存在を最初に
明らか にした [14,15]｡ 最近 ､ C YP2D6や Ct T2C19 に加えて CYP2C9 にも新たな変異遺伝
子の存在が見い 出され､ 薬物代謝 へ およぼす影響が明らか にされ つ つ ある [16, 17]o
これまで ､ P M の判定は拭験薬の投与 (フ ェ ノタイ ピング) により行われて きたが, 最近で は
PM を遺伝子 レベルで簡便 に解析 (ゲノ タイ ピング) する こ とによ り短時間で結果を得る こ と
が可能とな っ てVlる o 将来､ 操作性の 衝から もゲノタイ ピングがフ ェ ノタイ ピングに とっ てかわ
られる ことが期待されるが ､ そ のため には以下の 条件が必要 とされ る｡ すなわち ､ 1) 解析する
変異遺伝子 が薬物の 代謝 にどのような影響をおよぼすかが明らかになっ てい るこ と. 2) PM を
完全に説明しうる変異遺伝子を見い出す こと. Grie s eら [18] は CYP2 D6 のゲノタイ ピング
により西ヨ ー ロ ッ パ の白人 (n = 195) の P M を 99 %以上､ また, C YP2C19 につ い て は
FTer宮uSOn ら [19] が白人 (n = 173) の P M を 86 %説明しうるこ とを報告してい る｡ 一 方､
日本人におけるこれ らの分子種における検討はいずれも限られた少人数(n = 17, 2 1) による報
告であり [15, 20]､ そ の正確性に乏しい ｡
本研究では C Y Pの分子種の うち ､ ヒトの薬物代謝に 関わる主要な酵素 として知られて い る
C YP2C 19,C Y P2 D 6,C YP2C 9の 日本人健常人における変異遺伝子 の解析 (第 - , 第 ニ ､ 第三章)
とその 変異遺伝子が薬物代謝能へ およぼす影響 (第 一 ､ 第三章)､お よび C YP2C19′ とC YP 2C18
の変異遺伝子の連鎖 (第四章) につ い て検討を行 っ た｡
第 一 章 日本 人に お ける C Y P2C 1 9の 変異遺伝 子 に 関す る検 討
第 一 節 序文
cyp2C19 は S- メ フ ェ ニ トイ ン [2 1]､ ジアゼパ ム [22, 23]､ イミプラミ ン [2 4, 25]､ オメ
プラゾ - ル [26- 28]､ 選択的セ ロ トニ ン取り込み阻害薬 [29,30] など､ 臨床で用い られ る十数
種類の薬物の代謝に関与する こ とが知られて い る｡ こ のうち ､ S- メ フ ェ ニ トインにつ いては ぞ
の薬物の水酸化活性に個体差が存在し ､ 4' 位の水酸化括性が欠失した P M とそれを保持して い
る E M の 2 群にわかれる こ とが報告されて いる [31, 32]｡ P M の頻度には人種間差が存在し,
白人における P M の頻度が 3 - 5 % であるの に対 し [11,31,33]､ 日本人にお ける頻度は 18
- 23 % と高いこ とが知られてい る [1ト13]｡ 現在 ､ その原因 となる 2 種類の変異過伝子 ､ す
なわち ､ C YP2C1 9ml(G 681- すA) と C YF 2C1 9m2(G636- A) の存在が明らか にされており
[1 4, 15]､ これらはそれぞれ C W 2 C19*2 お よび CY P2C19*3 と命名されて い る [34]｡
c yp2 C1 9*2 はex on 5 の 681番目の 塩基である G が A に変異するこ と によりス プラ
イス泉常を引き起 こす変異であり[14], CW2C19*3 はe x on 4 の636番目の塩基である G
が A に変異するこ とによりス トッ プコ ドン を形成する変異遣伝子である [15]｡ したが っ て ､
双方の変異遺伝子をホモ , あるいは､ 複合ヘ テロ接合体 (co mpo und heter ozygote) として 持
つ個体は ともに C YP 2C 19 を発現する こ とができず､ 酵素啓性が欠失した P M とな るこ とが証
明されてい る [15〕｡ deMo r ais らはスイス人 とアメリカ系白人､ および日本人 を対象に上記の
変異遺伝子の ゲノタイ ピングを行い ､ 日本人の P M(n = 17) は これら 2 種類の変異遺伝子で
娃 ぼ完全に説明されたが , 白人 の P M(スイス 人 , n - 6; ア メリ カ人, n - 3) につ いて は
c yF2 C19*2 しか検出されず､ フ ェ ノ タイ プとゲノタイプが 一 致 しなか っ たこ とを報告して い
る [15コo これまで ､ C Y P 2C19 の変異遺伝子 の頻度につ nては ､ ヨ ー ロ ッ パ系白人 [19]､ エチ
オ ピア人 [35]､ タンザニ ア人 [36]､ トル コ 人 [37]､ 中国人 [38] など, さ まぎまな人種で報
告されてし1るが ､ 日本人における報告は少人数を対象 に行 っ た検討のみである [15]｡
そ こで本章では ､ 日本人 におい て検出された C YP2 C19*2 および C YP2 C1 9*3 の解析方按
を確立し､ 日本人 における頻度を調べ る とともに , これらの変異遺伝子が S- メ フ エ ニ トイン代
謝能 へ およぼす影響を検討した｡
第二 節 実験材料および実験方法
寮 一 項 実験試薬
G E N O M Ⅸ-50 はバイオ ロ ジカ (italy) より ､ Am pl汀aqD NApoly m er ase､ Ban H L制限
酵素用バ ッ フ ァ ー B はロ シ ュ ･ ダイアグノスティ ッ クス (東京)より ,d N TPm 出tu e, NuSie v e
G T Gagarose は宝酒造 (寛末) より､ AgaroseS､ エ チジウムプロ ミ ドは和光純薬工 業 (束京)
よ り､ ミネラルオイルは SIGMA(U SA) より､ ¢×174 抽eIIIdige sted DNA size m a rke r揺
T O Y O B O(大阪) より購入 したo C Y P2 C19 変異遺伝子解析用の prim erは種橋器械店 (東京)
に合成を依頼した｡
そ の他の試薬につ いて はすべ て市販の もの を使用 した｡
第二項 対象お よび D NÅ の調製
日本人健常人 1 86名 (男性 101 名､ 女性 85名;年齢は 19 から 61歳) の来梢血 よりヒ
トゲノム D NA を抽出したo 被験者には実験の 目的 ､ 方絵､ 結果から得られる情報の取り敬し1
等につ いて 口頭お よび文章による説明を行い ､ 同意を得た ｡ また､ 本研究は国立国際医療セ ンタ
ー (東京都新宿区)の倫理委員会の 承羅を得た｡
ヒト末梢血 は EDTA - 2Na 抗凝固剤使用の ベノジ ェ クト真空採血管 7rnL(テル モ ､ 束京) 杏
用い て採血 した｡ 末梢血か らの ヒトゲ ノム D NA の抽出には市販のゲノム DN A抽出キッ ト
G EN O MⅨ -50を用いた｡ 抽出彼の ヒトゲノム D NA 量およびそ の純度の確認ほ欝外可視分光
光度計 DU - 640(B E C K M A N, 東京) を用い ､ 320, 280, 260, 230n m の 4 波長の 吸光度を
測定する ことによ り行 っ た ｡ 以上の操作は全て滅菌処理した器具を用いて行っ た ｡
第三項 C ‡P2C19*2 のゲノ タイピング
日 本人 健常人 186名 の 末梢血 よ り抽 出 したヒ トゲノ ム D NA を用 い て CY P2 C1 9
*2
(G681 A) の解析を行 っ た｡ 解析方法は deMo r ais らの報告 [14] に準じて行 っ た (表 ト1)｡
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第四項 C y P2 C19*3 の ゲノタイピ ング
e e m et
日本人 健常 人 186名 の 末梢 血 よ り抽 出 したヒ トゲノ ム D NA を用 いて C YP2C19*3
(G636A) の解析を以下に示した制限酵素断片最多型 (PC R-R FLP)按によ り行 っ た｡
反応液 は氷 上 にて 以下 に示 し た ように 調製 し た o 0.5 mL マイ ク ロ チ ュ
ー ブ (Tr eff,
s witzerla nd) に 2 fLL の ヒトゲノム D N A(0.1 ji g/ILL)､ 5 LLL の PC Rbu打e r(50mM
K Cl,1.5 m M MgC12,0.01 %(w/v)gelatin ,10 m M Tris
- H Cl(pH 8.3))､ 4 FL L の d N TPs(2･5
mM), 0.5 LLL の fo r wardp止m e r(20LLM;5L A AC A T CAG GATrG TA AG CAC
- 3')､ 0･5
LL L の reve rse prim er(20〃一 M;5
'Jr CA GGG CrT GGT CAA T A TA G-37)､ 0.25 LLL の
A mpliTaq D NA poly m e r ase(5 tmit/ル L) を混合し､ 最終容量が 50LLL になるように蒸留
滅菌水を加えた後 ､ ミネラルオイル を1 滴重層した｡
pcR はDNA the r m alcycle rPJ2000(P ER KIN EL M ER, U S A) を用いて行っ た｡ PJ2000の
ヒ ー トブロ ッ クにミネ ラルオイル を 1 滴滴下 した後､ 上記の反応用マイクロチ ュ - ブを設置し
た｡ PC R条件は initial derlaturation を 94 ℃ で 5 分行 っ た後､ 94 ℃ で1 分 (denature)､
57 ℃ で 1 分 (an 肥 aii由)､ 72 ℃ で 2分 (鑑te nSion) を 40サイ ク ル行 い , final
exten sio n を 72 ℃ で5 分行っ た｡ 得られた PC R産物のうち, 10 〟 L をあらか じめ 0.5
LL L の BHlコHI(10udt/LLL)､ 2.0 LLL の制限酵素用バ ッ フ ァ - B､ 7･5 JLL の 蒸留滅菌水
を入れてお いた別の マ イクロ チ ュ ー ブ(PCR に 用いた型と同じもの) に加え､ 37 ℃ ､ 2 時間
の制限酵素消化を行っ た ｡
制限酵素消化後 の PCR 産物は 3 % アガ ロ - スゲル による電気 泳動 (100V, 30 から 40
分) ･を行い, エ チ ジウムプロミ ド染色後の紫外照射 (312r m トランスイルミネ
一 夕 -) により
検出した (図ト1)0
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第五項 S- メフ ェ ニ トイ ンの フ ェ ノタイ ピング
c yp 2C 19ゲノタイプ既知の日本人健常人 1 86名のうち､ 46 名を対象にメフ ェ ニ トイ ン
を
用い たフ ェ ノタイ ピングを行 っ た o すなわち , 100mg ラセ ミ型メフ
エ ニ トイン (Mesantoin
⑳
,
sandozhcリ EastH ano ver, N･J･) を単回軽 口投与後､ 8 時間尿中
の S- メ フ エ ニ トイン代謝物
(4, - ヒドロキシメ フ ェ ニ トイ ン)(図 ト2) をキ ヤ ピラリ
ー ガス タロマ トグラフ イ ー を用い て定
量した｡ 分析方法は Ho r ai ら[13] の報告に準 じて行 っ たo
なお ､ 被験者 46 名は フ エ ノタイ ピン グを行う前日夜間 (2 2:00p
m) から試験中にかけて ､
他の薬物の服用を禁じた ｡
OA
2
#y
o
C”3
CY P2 C1 9
”
4' - hydr o xylatio n
0
Fig. 卜2. Che mic alstru cture ofS- m ephenytoin a ndits4
7
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第六項 統計解析
C YP2C19 の変異遺伝子の頻度は Hardy-二Weinberg の法則に したが っ て算出した｡
標本数 N における頻度 p の 95 %信頬区間は下式 ① により算出した｡
95 %倍藤区間 - p 士 1.96(p ･(トp)/N)
1/2 ･ - 式 ①
第三節 実験結束
第 一 項 日本人にお ける C Y P2C 19変異遺伝子の 頻度
日本人健常人 186名における CY P2C19 の変異遺伝子は *2 と *3 が検出された. その頻
度杜 C YT2 C19*2 が 28. 7%､ CYP2C19*3 が1 3.2% であり､
変異遺伝子の頻度の 合計は 41.9 % であ っ た (表ト2)｡
鮎
A 虹 -
2C19♯ユ
ZC19＋2
YPZ C19(】1 1ete si
日本人における C YP2C19 の
曲
n七e rv (】1
Z16 58.1
1¢7 之8. 7
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53.1 - 63. 1
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第ニ項 日本人にお ける CYP2C19 ゲノタイプの頻度
日本人健常 人 186名にお ける C YP2 C19ゲノ タイプは 6 種類の存在､ すなわち､ *1/水1
(34.9 %), *1/凍2(33.9 %), *1/*3(12.4 o/.
/), *2/*2(6.4%), *2/*3(10.8 %), *3/*3 (1.6 %) が
検出された (表ト3)o この うち , 最も頻度が高か っ た C Y P2C19 のゲノタイ プは 軍1(野生型)
をホモ接合体として もつ個体(*1/*1) であっ た ｡ また､ フ ェ ノタイプが PM と予測される ゲ
ノタイプは *2/*2(6.4%) , *2/*3(10.8 %) お よび *3/*3(1.6 %) の 3 種類の存在が確認
され､ これらの ゲノタイプの頻度の合計は 18.8 %であっ た｡
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第三項 C YP2C19 変異遺伝子が S- メフ ェ ニ トイ ン代謝能 へ およぽす影響
日本人健常人 46名を対象に メフユ ニ トイ ンを用い たフ ェ ノタイピングを行 っ た結果､ メ フ
エ ニ トイ ンの尿中排壮率の常用対数値 (1oglO) が 0.4 以下の個体 7 名と 1.3 以上の個体 39
名が存在 し､ 前者を P M, 後者を E M と判定した｡ P M7 名の ゲノタイプは *2/*3 が4 名､
*2/*2 が 2名､ および *3/*3 が 1 名であり, 変異遺伝子 をホモ接合体として もつ か ､ ある
い は ､ 複合ヘ テ ロ接合体としてもつ 個体であるの に対し､ E M 39名の ゲノ タイ プは】 *ユ/串ユ が
23名､ *1/*2 が 1 1名, *1/*3 が 5 名で あり､ *1(野 生型) をホモ , あるい は､ ヘテ ロ接
合体として もつ個体で ある こ とが確認 された ( 図ト3, 表 ト4)0
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第四節 考察
今回の検討で得られた日本人 1 86名 (372alleles) にお ける C YP2C19 の変異遺伝子は ､
*2, *3 であり ､ そ の頻度はそれぞれ 28.7%, 13.2 ?a
/ と高頻度であっ たo これ まで ､ 日本人以
外の C Y P2C 19 の 遺伝子多型解析につ いては ､ ヨ ー ロ ッパ系白人 [19]､ エチオ ピア人 [35]､
タ ンザニ ア人 [36]､ トル コ人 [37]､ 中国人 (Ba卜Chin ese)[38] およびヴァ ヌアツの メラネシ
ア人 [40] など､ さまざまな人種で検討されてい る (表ト5)o それによる と､ C yP2C19*2 は
日本人以外 の 人種 で も 10 % を越える高頻度 で存在する o 中国人 の C YP2C19*2 の 頻度は
25.7% と日本人のそれ (2 8.7 o,.I) に捜ぼ 一 致 してお り､ ヨ ー ロ ッ パ系白人､ トル コ 人 ､ エ チオ
ピア人, タンザニ ア人の それ は1 2.0 - 1 7.9 % と日本人の 約 50 % の頻度である ｡ また ､ Kaneko
らほメラネシア人の CYP 2C1 9*2 の頻度が 70.8 % と極めて高頻度に存在する こ とを報告 し
て い る [40]｡ 一 方, C†T 2 C19*3 の頻度は人種間で大きく異なる (表 ト5)｡ すなわち ､ メラネ
シア人の C Y P2 C19*3 の頻度は日本人のそれ (13.2 %) にほぼ 一 致したが､ 中国人 (Bai) の頻
度 (5.2 %) は日本人 の半分以下, そ の他の人種 につ いては平 均して 1/16 と低頻 度 (0.3 -
2.0 %) で存在するo こ の こ とから , C Y P2C193e2 娃比較的広範にさまざまな人種に共通 して存
在する変異遺伝子であるの に対 し､ C YP2 C1 9*3 は束洋人､ およ びメラネシア人 に共通して高
頻度に存在する C Y P2 C19の変異遭伝子であると考えられた｡
今回の検討で得られた日本人の CIT2C19の ゲノタイプは 6 種類の存在が確認された (塞
ト3)｡ そ のうち, も っ とも頻度が高か っ たゲノタイ プは *1(野生型) をホモ 接合体として もつ
個体 (*1/*1) で あり､ 全体の 34.9o/o
'
を占めた｡ しか し､ C‡T2C19*1 と *2, あるいは ､ *3
を ヘテ ロ接合体と して も つ個体 (*1 /*2, *1/*3) の 頻度 の合計は 46.3 % に達 し, 上記の
*1/*1 の頻度よりも多く存在する こ とがわか っ た o 一 方 ､ フ ェ ノタイプが PM と予測されるゲ
ノタイプは 3 種類の存在が確認され (表ト3)､ これらのゲノタイプの頻度の合計は 18.8% と
日本人における CYP 2C19の PM の 頻度 (約20%;[1ト13])に近い こ とから､ CW 2C19*2
と CY P2C19*3 を解析す るこ とにより■CYP2C 19 の PM 9 o/o
'
を説明しうる ことが明らか と ･
な っ た｡
P M 7名の ゲノタイプは ､ 変異遺伝子をホモ接合体としてもつ か ､ ある いは ､ 複合 ヘ テ ロ接合
体として もつ個体であっ た ことか ら, 少な くとも今回検討を行っ た被験者に関してはゲノタイプ
とフ ェ ノタイプが 一 致する ことが明らか となっ た. 一 方､ E M 39名のゲノタイプは *1 をホモ ,
あるいは ､ ヘ テ ロ接合体として もつ 個体であ っ たが, *1/*1 の個体の S- メ フ ェ ニ トイ ン代謝
能と､ *1 と *2. ある いは ､ *3 をヘ テ ロ接合体として もつ個体 (*1/*2, *1/*3) の間では,
4' - ヒ ドロキシメ フ エ ニ トインの尿中排滑率にほとんど差がみ られなか っ た(図 ト4)｡ これ まで ､
1 2
Masi mirembw aら [41] やBr o ckmt)11e rら [42] はメフ ェ ニ トインの 水酸化能において ､ 上
記のゲノタイプ間で善が生 じた こ とを報告 してい る｡ これは尿量の測定などで誤差が生じやすい
本法に対し､ 彼らはより正確に評価 し得るメフ ェ ニ トイ ンの S/Rm etabolicratio(M R) 値をフ
ェ ノ タイプ法に用いたこ とによる もの と思われる ｡
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∈迦 唾
皿 Refe r･en ⊂e s
凹 _ _ _ _
J8Pq n e S e
(n = 186)
Bdi- Chin e s e
(∩ ≡ 4 糾)
Eu r ope q n- Cq u cctsid nS
(n -- 173)
Tu rkish
(n ニ ヰ糾)
Ethiop
'
L(コn
(n -- 114)
T(】n z o ni. q n
(n - Z51)
V(ョn u(コtu
Z8. 7 13.2
(z4.1 - 33. 3) I (9.8 - 16.6)
Z5.7 5. 2
13.◎ ◎. 3
1Z. ◎ ◎. 4
1ヰ.◎ Z. ◎
17.9 0. 6
7◎.8 13. 3
Pr es e nt study
Xiq o et cLt. [38コ
Fe ｢gus on et 81. [19]
Aynctcioglu e七 8t. [37]
Pe rs s on et cLl. . [35]
He rrlin e七 81. [36コ
Kq n eko e七 Q1, [4◎]
岨
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第五節 小括
本章では ､ 日本人健常人 186名を対象に C YP2C 19の変異遺伝子 (C Y P2 C19*2, *3) の頻
度､ お よびこれらの 変異遺伝子が S- メ フ ェ ニ トイン代謝能へ およばす影響につ いて検討を行い,
以下に示す結果を得た｡
1 ･ C m C19*2 および *3 の頻度はそれぞれ 28.7% および 13.2% であり､ PM と予測
される被験者 の出現率は 18.8 % であ っ た｡
2. ゲノタイプを行っ た 186 人中 46創 こ つ い て フ ェ ノタイプを行っ たところ , いずれの被
験者につ いて もゲノ タイプとフ ェ ノタイプが 一 致した｡
以上 の結果より,C YP2 C19 の変異遺伝子である C Y P2 C19*2 と *3 は ともに日本人におけ
る S- メフ ェ ニ トインの P M の主要な原因となっ てお り､ 約 20% 存在する日本人の PM は､
これ らの二 つ の変異遺伝子でほぼ就明しうるこ とが明らか となっ た｡
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第ニ 寧 日本人に お ける C Y P 2 D 6･a)変異遺伝子 に 関す る検討
第 一 節 序文
c y p2 D 6 はイミプラミン ､ プロ プラノロ - ル , ハ ロ ペ リ ド - ル ､ プロパ フ ェ ノ ン､ デブリソ
ンキン ､ スバ ルティン ､ モル ヒネ誘導体など､ 臨床で用い られ る 50 種類以上の薬物の代謝に
関与することが知られている [43〕｡ このうち ､ デブリソ ンキンとスバルティンにつ い て杜これ
らの薬物の水酸化活性に個体差が存在し､ これらの薬物の酸化的代謝能が欠失した P M とそれ
を保持して いる E M の 二 つ の フ ェ ノタイ プが存在する ことが報告されている [44,45]o PM の
頻度には人種間善が存在 し､ 白人における P M の頻度が 7
- 10 % であるの に対し , 日本人に
おける頻度は 1 o/. 以下である こ とが知られて い る [1 ト13, 44, 46, 47]｡ さらに ､ 白人 と束洋
人の E M間におい て も CY P2D 6の活性に遠い があり､ 中国人の平均的なデブリソンキン水酸
化能はスウ ェ ー デン人のそれ よりも低い o そ の 理由は M とよばれている C YP2D 6の油性が
低い個体が中国 人に多く認められるためで [4 8,4 9]､ 後にそ の原因となる 2 種類の C YP2D 6
の変異遺伝子 ､ CyP2 D6Chl と C yP2 D 6Ch2 が中国人 から発見され [7] ､ 日本人か らも中国
人に見い 出された変異遺伝子 に近い C Y P2D6J･の存在が報告された [50〕｡
c yp2 D 6の 変異連伝子は これまでに 37 種類の存在が確認されてお り､ これらほ点突然変異,
全欠損, あるいは , 同 一 の漁色体 (2
.
2 番; qll.2- qte r[51])に位置する C YP2 D 6の偽遺伝子
cyp2 D7P との置換な どが存在するo これらの変異遺伝子は C yP2D6*2
- *38 に分類､ 命名
されてお り , 上記の IM の原因 となる変異遺伝子 CIP2D 6ChJ, C YP2 D 6Ch2 お よび C Y P2D 6J
は この分類, 命名法による と, C YP2D6*10B, C YP2 D 6*3 お よび C yP2 D 6
*10A にあた る
[34]｡ また､ C Y P2 D6 の変異遺伝子の 薬物代謝活性 へ およぼす影響につ いて 札 1
.
n V l
'
vo, ある
いは ､ in vltr o の検討によ りそ の ほとんどが確認されており､ n om 血 , de cr e ase, none および
hcrease に分類されて い る [34]o
cy p2D 6の変異遺伝子の頻度につ いては ､
-
q,国人 [7]､ トル コ人 [37]､ サ ウジアラ ビア人
[52]､ ドイツ人 [53], エ チオピア人 [54] など, さまざまな人種で報告されてい るが , 日本人
に つVlては少人数を対象に行っ た検討結果が報告されてい るにすぎな い [20,50]o 最近 ､ Dahl
ら [2 0] は中国人 ､ 韓国人 ､ お よび日本人にお ける C Y P2D 6の変異遺伝子 の頻度を検討 してお
り, それ によ ると､ す べ て の 人種にお いて CW 2 D 6*2(C 2938- T,G4268
- すC), *5(deletion),
辛lo(C 188- T, G4268- C) が検出され そ の中で は *1 0の頻度が最も高か っ た こ とを報告し
てい る o しか し､ こ の研究にお ける各集団の被験者数はいずれ も 21 名と少なく ､ 正確な頻度
を検討するには十分ではない ｡ さら に ､ 彼らは C188- T と C2938- T の 解析を行うこ とで
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C Y P2D 6*2 と *10 を判定 してい るが ､ これらの変異箇所は両方が *14 と重複し､ 後者が *8,
求ll, *12, *17 と重複する [34]｡ したがっ て ､ 彼らが報告した C W2D 6*2 と *10 の頻度に
は ､ これらの変異遺伝子の 頻度が含 まれ ている可能性があるo
そ こで本草で は､ CYP2D 6*2 と *10 に重複する変異箇所を持つ C Ⅵ=2 D 6*8(G184 6- 十 T)
[55], *11(G971- C)[56], *12(G 212 ヤ A)[57], *14(G 1846 - A)[58〕, *1 7(C lll･ 十 T) [59]
の変異遺伝子 ､ お よび欧米人 におい て主要な変最適伝子 と報告されて いる Cy P2D 6串3(A 26 37
deletio n) と *4(G1934 - A)[60,61]､ さらに､ 日本人の P Mか ら発見された変異遺伝子 *18
(G421 3ー T4 221insertion)[62] の解析方法を確立し､ 日本人にお ける頻度を調べ るとともに,
これらの変異遺伝子 がデキス トロメ トル フ ァ ン代謝能 へ およぼす影響を検討した ｡
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第二 節 実験材料および実験方法
第 一 項 実験試薬
Bst EIl､ 制限酵素用バ ッ フ ァ ー B はロ シ ュ ･ ダイアグノスティ ッ クス (東京) より , β - グ
ルタ ロ ニ ダ - ゼ (Type-Ⅰ) は日本バイオテスト (束京)より購入 した｡ C YP2D 6変異遺伝子解
析用の prhe rは種墳単機店 (東京)に合成を依瀕 した｡
そ の他の試薬につ いて は ､ 第 一 章の第 一 項と同じ方接で入手したもの ､ あるい は､ 市販の もの
を使用したo
第二項 対象および D N Aの調製
日本人健常人 16 2名 (男性95名､ 女性 67 名;年齢は 19か ら 61 歳) の末梢血 より ヒ
トゲノム D N A を抽出した ｡ 被験者には実験の 目的､ 方法､ 結果から得られる情報の 取り扱 い
等につ いて 口頭お よび文章による貌明を行い､ 同意を得た｡ また､ 本研究は株式会社 エ スア ー ル
エ ル (束京都八王子市) の社内倫理委員会の承認を得た｡
ヒト末梢血 の 採血方法, 末梢血から の ヒトゲノム D NA の抽出方法 , 抽出後の ヒ トゲノ ム
D NA 量お よびそ の純度の確認方韓につ いては, 第 一 章の第二 頓に準じて行 っ たo 以上の換僻ま
全て滅菌処理した器具を用い て行 っ た｡
第三項 CY P2D6 の ゲノタイ ピング
日本人 健 常人 162 名 の 末梢血 よ り抽 出した ヒ トゲノ ム D NA を用 い て 1 1 種数 の
C YP2 D 6変異遺伝子, すなわち, CY T2 D6*2, *3, *4, 巧, *8, ヰlo, 求ll, *1 2, *1 4, *17, ヰ18 の
解析 を行 っ た (表Ⅰト1)｡ 解析方法は こ れまで に 報告 され た CYア2D 6 に対す る特 異的な
prim er を用い , - 箇所 ､ あ るいは ､ 複数箇所の変異を解析する こ とにより判定したc
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koi et a
第四項 C YP 2D 6の点突然変兵 G 1846T, G1 846A, G 4268C の解析
日本人 健常人 162 名 の 末梢 血 よ り抽 出し た ヒ トゲノム D NA を用い て C YP2D 6*8
(G1 84 6- T) と C yP2D 6*14(G 1846- → A) の解析を allele spe cific PCR法で ､ CYP2D 6*2,
*4
,
*8, *10, *1 1, *12, *14, *1 7 の変異箇所として共通な G 4 26 8･ →C 変異を P C R∴RFLP 法
を用いて解析した｡
瓜1ele specific PC R用の反応液は, 氷上にて以下に示 したように調製を行っ た. 0.5 rpL マ
イク ロチ ュ - ブ(Tr eff, Switzerland) に 1 LLL の ヒトゲノム D NA (0.1 Le g/LL U､ 5 LLL
の PC R buffe r(50mM KCl,0.O1% (w/v) gelatin, 10 mM TrisヰiCl(pH 8.3))､ 2 LLL の
MgC12(25 mM)､ 4 〟′ L の d N TPs(2.5 mM), 2 〟. L の S1846/AS1846pTim e rmixtu r e(10
LL M; 表 Ⅰト2)､ 0.25 LLL の A mpWaq DNA pdym e r ase(5urdt/jLL) を混合し､ 最終容量
が 50〟 L になるよう に蒸留滅菌水を加え た後, ミネ ラルオイル を 1 滴重層 した｡ PC R は
D NAther m alcyclerPJ2000(P E 肌 N E L M E R, U SA) を用いて行 っ たc FJ2000の ヒ - トブ
ロ ッ クにミネラルオイルを 1 滴重層した後､ 上記の反応用マイク ロチ ュ ー ブを設置したo P C R
条件は initialde n atu ratio n を 94 ℃ で 5 分行 っ た後､ 94℃ で 1 分 (de n如 u 托), 61 ℃
で 1 分 (a m e a正ng)､ 72℃ で 1.5 分 (e xten sio n) を 35サイクル行い､ 免n alexten sio n を
72 ℃ で 1分行っ た (1sトPC R)｡
さらに ､ 得 られた PCR 産物凄鋳型と し､ C Ⅵ習D 6*8(G 1846T) と C W 2 D
<
6*14(G1 846A)
のそれぞれの変異に選択性をもっ た prim e rを用いた P C R を行っ た｡ すなわち , 0.5mL マイ
ク ロチ ュ ー ブに I LLL の 1s卜PCR 産物､ 5 〟. L の P C R buffe r(50m M K Cl,0.O1%(w/v)
gelatin,10rnM T ds - H Cl(PH S.3))､1.2 〟. L の MgC12(25mM)､ 4 LLL の d N T Ps(2;5 mM),
2 LLL の S184 6/R184 6prim er m汝tu陀(10 LLM; 表 Ⅰト2), 0.25 LLL の A m pliTaqD N A
-
pol耶n er aSe(5unit/LLL) を氷上 にて混合 し､ 最終容量が 50tL L になるように蒸留滅菌水を
加えた複 ､ ミネラルオイル を1 滑重層した ｡P C R条件は initialden atur ation を 94 ℃ で 1.5
分行 っ た後 ､ 94 ℃ で 1分 (de n atu r6)､ 64 ℃ で 30 砂 (m ealiI唱), 72 ℃ で 30砂 ･
(exten sion) を 20サイクル行い ､ finale xten sion を 7 2℃ で 1 分行っ た (2nd- PCR) (図 .
!
Ⅰト1[A])｡
P CR - R FL P用の反応液は , 氷上にて以下に示 したように調製を行 っ たo 0.5 mL マイク ロチ
ュ ー ブ (Tr eff, Switze rla nd) に 2 〟. L の ヒ トゲノム D NA (0.1 LL g/Lil)､ 5 LLL の PC R
buffer(50m M K Cl, 1.5 mM MgC12,0.01% (w/v) gelatin,10 mM Tris- H Cl(pH 8.3))､ 4 jL
L の d N T Ps(2.5 m M)､ 1 LL L の S4 268/A S4268prim ermixtu r e(10 LL M; 表 Ⅰト2)､ 0.25
LLL の A m pliTaqD NApoly m e r ase(5u血t/LLL) を混合し､ 最終容量が 50LL L にな るよう
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に蒸留滅菌水を加えた後 , ミネラルオイル を1 滑重層したo PC R条件は irdtial derlatt mtion
を 94 ℃ で 5分行 っ た後､ 94 ℃ で 1分 (denature)､ 63 ℃ で 1分 (an ne aling人 72 ℃
で 2 分 (extension) を 3 5サイクル行い ､finalexte nsion を 72 ℃ で 5 分行 っ たo 得られ
た P C R産物のうち ､ 10 LLL をあらか じめ 0.5 LLL の BstEII(10urdt/IL L), 2.0 LLL の
制限酵素用バ ッ フ ァ ー B､ 7.5 LL L の蒸留滅菌水を入れておいた別のマイク ロチ ュ - ブ(PCR
に用いた型と同じもの) に加え､ 60 ℃, 2 時間の制限酵素消化を行っ た (図Ⅰト1[B])o
以上の P C R産物は 3 % アガロ - スゲルによる電気泳動 (100V,30から 40分) を行い ,
エチ ジウム プロミ ド染色彼の紫外照射 (312 n 皿 トランスイルミネ 一 夕 - ) により検出したo
Tctb le II - Z･ De七clils of the prim e r s u s ed fo rPCR-RFL Po r qllele spe ci fic P(Rqncllysi.s
of the CYPZD6 d e n e.
p h ーL ⊥ _e n £e_._ー Lo 亡qtio n
音 Ex o n† siz e辛
S1846 5
'
-GA( TGC GGG AGA 亡CA G 伝G- 3
'
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R 1846G
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SヰZ68
5
'
- TT GTC CA AGAG ACC GTT GG- 3
'
5' -CCTTCT GCC CAT CA仁 C(A吃 - 3'
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第五項 デキス トロ メトル フ ァ ンの フ ェ ノタイ ピング
C Y P2D 6ゲノタイプ既知の 日本人健常人 162 名の うち ､35名を対象にデキス トロメトル フ
ァ ンを用い たフ ェ ノ タイ ピングを行っ た｡ すなわち､ 30 mg デキス トロメトル フ ァ ン (メジコ
ン⑳､ 塩野義製薬､ 大阪) を単回経口投与後 ､ 8 時間尿中の デキス トロ メトル フ ァ ンおよびそ の
代謝物 ( デキス トル ファ ン) (図II-2) を fiPIJC を用い て定量した｡ 分析方法は Marin a cら
[67] の 報告を 一 部修正 し､ 以下に示した方法により分析 した｡
試験管に 400LLL の尿､ 500LLL の酢酸ナトリウム (PH S,0;0.1 M)､ 100LLL の β -
ダルクロ ニ ダ - ゼ (恥pe-i) を入れて混合し､45 ℃､ 16 時間反応させた｡ 反応終了後,500JL
L の炭酸ナトリウム (PHIO;0.25 M) と 5mL の ジ エ チル エ ー テ ルを加えて さら に 5 分混合
した｡ 2,0 0 rpm , 5 分の遠心分離後､ あらか じめ 40 〟. L の塩酸 (0.2 M) を入れておい た
別の 試験管に上層 (有機層)4mL を移し､ 5 分混合後に再風 速心分離を行っ た (2,000TPm ､
5 分)｡ 上層 (有機層)を吸引除去し, 下層 (水層)10〟. L を分析用試料とした｡ なお ､ 標準曲
線用の試料はデキス トロ メトルフ ァンおよびデキストルフ ァ ンの濃度が 0.1,0.5, 1.0, 2.0,5.0,
20.0, 50.0,125.0 〟. M となるようにプランタ尿に加えて調製 した｡
分析用カラムは レcolu m O DS(4.6 × 150rr m; 化学品検査協会, 東京) を用いた o カラ
ム温度は 40 ℃､ 総量は 0.8mL/mh､ 分析波長は 330n m(230r 皿 , 励起光), 移動層はリン
酸 二水素ナトリ ウム/アセ ト土トリル (80:20(Ⅴ/v), 50mM) を使用した｡ なお , 本測定系の
精度は 0.1 から 12 5`JL M の濃度範囲 (n = 5) にお い て (デキス トロ メトル ファ ン ､ デキスト
ル ファ ンともに)､ 相対標準偏差 (C.Ⅴ.) は 4% 以下, 正確性は 3-5 %以下であっ た｡
デキストロメ トル フ ァ ン/ デキス トル フ ァ ンの濃度比の常用対数 (1o軌｡(MR))を算出し ､
0.3 以上 を P M､ それ以外を E M と判定した [68]｡
なお ､ 被験者 35名はフ エ ノタイピングを行う前日夜間 (2 2:00p m) か ら試験中にかけて ､
他の薬物の 服用を禁 じた｡
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第六項 統計解析
C Y P2 D 6 の変異遺伝子 の頻度は Hardy - We虹bergの 法則にしたが っ て算出した｡
標本数 N における頻度 p の 9 5% 信頼区間は第 一 章の第二 節 ､ 第六項に準 じて算出した ｡
C Y P2 D 6ゲノ タイ プご とのデキス トロ メ トルフ ァ ンの フ ェ ノタイピング における相違は ,
stude nt の対応の ない t 検定によ り評価 した. なお ､ 求められ た p 値は 0.05以下を有意と
みな した｡
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第三節 実験結果
第 一 項 日本人にお ける C Y P2 D 6変最適伝子 の頻度
日本人健常人 162名における C Y P2D 6変異遺伝子 は､ *2, *5, *10 および *14 の 4 種
類が検出され これらの頻度はそれぞれ､ 12.9 %, 6.2 o/o' , 38.6% および 2.2 %であ っ た. ま
た､ そ の他の変異遺伝子 ､
っ た(表 Ⅰト3)0
T(】b
すなわち, CYT2D 6*3, *4, *8, *11, 凍12, *17, *18 は検出されなか
馳 由 一
_過+ _ _ _ - _ _ _9 旦_且工 以吐出皇凸£息上出遡 望虹 _
_
40. 1 34.8 - 45.4
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¢.◎ ◎.◎
38.6 33. 3 - 43.9
◎.◎ ◎. ◎
◎.◎ ◎.◎
Z. Z ◎ . 6 - 3 .8
¢.◎ ◎. ◎
2D6斗1 13◎
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ZD6＋3 ◎
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2D6♯5 2◎
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2D6*10 1Z5
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ZD6J#12 ◎
2D6*14 7
2D6*1 7 匂
ZD6＋18 ◎ 臥
第二 項 日本人における C Y P2D 6ゲノタイプの頻度
日本人健常人 162名 にお ける C Y P2 D 6の ゲノタイプは 11 種類の存在､ すなわち ､ *1/*1
(13.0 o/.I), *1/*2(13.0 %), *1/*5(8.0 %), *1/ilo(32.7%), *1/*14(0.6 %), *2/*5(1.2%),
*2/中lo(l l.1 %), *2/*1 4(0.6 %), *6/辛l o(3.i%), *10/*10(13.6 %), *10/*14(3.1%) が
確認された (表 II A). これらの中には P M と予測される C Y P2 D 6 のゲノタイプ, すなわち､
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*5/3#5, *6/*1 4, *14 /*1 4 は含 まれなか っ た｡ また､ IM と予測されるゲノタイ プは *5/辛l o
(3.1 %), *10/ヰlo(13.6 %), ヰlo/*14(3.1%) が検出され 被験者 1 62名中の 約 20 % を占
めた｡
臼L 岨
馳
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第三項 C Y P2 D 6変異遺伝子がデキス トロメトル フ ァ ン代謝能 へ およ ぼす影響
フ ェ ノタイ プを行 っ た 3 5名の 1oglO(M R) の平均値は *1/*1(n - 5), *1/*2(n - 4),
*1/*5(n - 2), *1/ヰl o(n = 12), *2/ヰlo(n - 4), *2/*14(n = 1), 辛lo/ヰl o(n = 6), ヰlo/*1 4
(n = 1) の順 に低値を示 した (表 Ⅱ-5)｡ C yP2D 6*10 をホモ接合体 (*10/辛l o) として持つ個
体 (n = 6) の 1oglO(M R) の平均値は - 1.66± 0.46 と, *1/*1, *1/*2, *1/ヰlo, *2/辛lo
の 平均値 ( - 2,78± 0.44;n - 25) に比べ て有意に高値を示 した (D <0.05). また､ C YP2D6
の IM と予測される *10/*10 および.*1 0/*14(n = 7) の M Rの平均値は 41.73 ± 36.41
と, 活性型と失括型の 対立遺伝子の ヘ テ ロ接合体, すなわち ､ 串1/*5 お よび *2/*1 4(n : =3) の
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平均値 (6･7 2 ± 2･01) の 6 倍の 高値を示した ( 図Ⅰト3)o CY P2 D6 巧あるい は *14を持つ
個体は 4 名存在し､ これらの個体の 1ogl.(M R) 値は *1(野生型) をホモ接合俸として持つ 個
体 (*1/*1) のそれに比べ て高値を示 したo - 方､ C Y P2D 6*2 を持つ個体は 9 名存在 し､ そ
れ らの 1o凱 o(M R) 値と *1 を持 つ個体の それと比較 したと ころ ､ *1/*1
*1/*10 と *2/*10 の間に有意な差は認められなか っ た (表Ⅰト5)｡
Tab le I ト 5. The m etdbolic rlCttio s(1og[HR]) of
ーd空 地 止と迫巳由迫n+』_j 5_.1g DCln e S e S ubie 亡七s .
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‡Me o n士 SD in ⊂q s e s of m o r e七ho nfo u r
indivi ductls . Othe rwis e
,
the individual dd七o
O r elis七ed･ ”signific q n七Iy highe rthctn 七hose
of ♯1/＋1
,
事1/＋2
,
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と *1/*2, および
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第四節 考察
今回の検討で得られた日本人 162名 (324alleles) において ､ C YP2 D 6の変異遺伝子 虹
*2(12･9 %), *6(6･2 %), *10(38.6 %), *14(2.2 %) が検出され ､ こ の うち, 最も頻度が高か
つ たもの は C W 2 D 6*10 であっ た. C YP2 D 6*10 はe x onl の 188番自の塩基である C が
T に変異するこ とによ り 34 番 目の アミノ酸の 打o が Ser に置換され , か つ ､ exon 9 の
4268番目の塩基で ある G が C に変異する こ とにより 486番目の アミノ 酸の Se rが T hr
に置換される [7]｡ Joha n son ら [7] は C OS-1 細胞の発現系を用い ､ CyP2D 6*10 の薬物
代謝活性 へ およぽす影響とそ の発現真につ いて検討した結果､ 前者のアミノ酸の 置換 (Pro34-
Ser) が CYTT2 D6 を不安定化 させ ､ ブフ ラロ - ルの水酸化活性の減少を引き起こすこ とを報告
した ｡ 日本人における CYP2 D 6*1 0 の頻度につ いては ､ 少数例 (n = 2 1) を対象に検討した結
果 (43o/o
'
) が報告されているが [20]､ 本検討の 結果はそれに比べ てわずか ながら低か っ たo ま
た, 日本人以外の CYP2D6*1 0 の頻度につ いては ､ 東洋人である中国人 (50.7 %) [7] のそ れ
よりも 25 %程度低か っ たが, 東洋人以外の 人種 , すなわち ､ トルコ 人 [37]､ サウジアラビア
人 [52], ドイツ人 [53]､ およびエチオピア人 [54] と比較する と 4 - 26倍高い頻度であっ た
(表E-6)｡ こ の こ とから､ C yF2D 6*1 0 は日本人を含む東洋人に 共通 して高頻度 に存在する
C YP 2 D 6 の変異遺伝子である と考えられた｡
C YP 2 D6の P M の原因となる変異遺伝子として *5 と *14が検出された｡ この うち､ 前者
につ い て は DaJd ら[20] と Yokota ら [50] が少数例 の 日本人 を対象に検討した結果を報
告 してい るが､ 今回の結果はそれらに比 べ て 40 - 60 %低い値であっ た｡ また､ 日本人以外の
C YP2 D6*5 の頻度と比較する と､ 今回得られた頻度は中国人のそ れ (5.7 %) とほぼ 一 致して
いた｡C Y P2D 6*5 は他の 人種 におい ても 1 - 3 %の頻度で存在が確認されて い るこ とから [37,
52- 54]､ 3#5 はさまざまな人種に共通 して存在する変異遺伝子であると考えられた (表Ⅰト6).
一 方､ 台湾人か ら発見された C†T 2 D 6*14 は4 箇所 の アミノ酸置換 , すなわち ､ Pr o34 - Se r,
Gly169- 鶴 ,Arg296- Cys, Se r34- T hr を引き起 こす変異遺伝子である [58]o CY P2 D6*14
は これまで台湾人以外での報告は無く ､ 今回の検討によ り *1 4 の存在が日本人で は初めて確認
され た｡ 日本人 にお ける C YT2D 6*1 4 の頻度は 2.2 % と比較的低頻度 であり､ 日本人 の
CY P2 D 6の P M その ものが低い頻度である [11, 13 4 6, 47] こ とを考慮すると, 本変異遺伝
子 は CYP2D 6*5 とな らび, PM の原 因 となる主要な変鼻遺伝子 であると考えられた. 日本 人
にお ける C YP2D6 の P M は 0.84% と報告されており [62], C YP2 D 6*5 だけでは この うち
の 45 % しか説明できない｡ しか し､ C Y P2 D 6*5 と *14 の頻度の 合計が 8.4 % に達する こ
とか ら ､ これ らの 二 つ の変異遺伝子により , 日本人 P M の 83 % を説明しうる こ とが明らか と
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なっ た. 以上 の こ とか ら､ C IP2 D6*14は 日本人における C Y P2 D 6の P M を説明しうる重要
な変異遺伝子で あると考えられた｡
日本人 35 名を対象にデキス トロ メトル フ ァンを用いたフ ェ ノタイ ピングを行っ た結果､ 最
も代謝能が低 かっ た被験者 の ゲノタイ プは 別
.
の原 因となる *1 0 と P Mの原因となる 串14
を複合 ヘ テロ授合体(*10/*14) として持つ個体(n I 1) であっ た｡ また､ これ に準 じて代謝
能が低か っ た被験者の ゲノタイ プは C Y F2D 6*10 を ホモ接合体 (辛lo/ヰlo) として持 つ個体
(n = 6) であり , これらの 1o軌o(M R) の平均値は *1/*1, *1/*2, *1/*10, *2/*1 0らに比べ
て有意に (p < 0.05) 高値を示した (表Ⅰト5)c LBi ら[69] は *1 0/*1 0の個体のプロプラノ
ロ ー ル の血 中漉度曲線下面横 (AUC) がC YP2 D 6 の野生型の対立遺伝子をホモ接合体として
持つ個体 (*1/*1) よりもおよそ 2 倍高い と報告 して いる. 一 方､Tseng ら [70] は *10/ヰl o
の個体の コ デイ ンか らモル フ ィ ン ヘ の代謝クリア ランスが *1/*1 の個体に比べ て 4 倍以 上
低い と報告 しており､ 同様 に Grie s eら [18] も *1 0/*10の個体か ､ あるいは ､ *10 と失活
型の 対立過伝子を複合ヘ テ ロ接合体として持つ個体 4 人のうち 3 人が JMであり､ これら の
個体のスバルティ ンの代謝クリア ランスは *1/*1 の個体の約 20 % であるこ とを報告してい
る o これらの 知見は , 今回の 結束､ すなわち ､ ヰlo/*1 0 および *10/*14 の M Rの 平均値が
*1/*5 および *2/*14の それに対して 6 倍高か っ たこととよく 一 致している (図Ⅰト3)｡ 以
上 より, C yP2 D 6*1 0 は日本人にお いて最も高頻度 (38.6 %) に存在する変異遺伝子であり ､
日本人の CY P2 D 6 に関わる代謝能の個体差を決定する重要な要因である と考えられた｡
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寮五節 小結
本章で は ､ 日本人健常人 162名を対象に 11種類の CYP2D 6の 変異遺伝子 (C YP2D6*2,
*3, *4, *5, *8, ヰl o, 辛ll, *1 2, *14, *17, *1 8) の頻度､ およびこれらの変異遺伝子がデキスト
ロ メ トル フ ァン代謝能 へ お よぼす影響に つ いて検討を行い､ 以下に示す結果を得た ｡
1 . 最も高い頻度で検出された C Y P2D6 の変異遺伝子は *10(38.6 %) であり ､ 以下,
*2(1 2.9 %), *6(6.2 %), *14(2.2 %) であっ た｡
2. フ エ ノタイプが IM と予測される *10/*10 の頻度は約 15 % であっ たo
3 ･ P M の原因となる変異遺伝子は C Y P2D 6*5 と *14が検出され､ これらの 二 つ の変異遺
伝子によ り日本人の PM の 83 %が祝明しうると考えられた｡
4 . C †T2 D 6*5, *1 0, *14 はいずれもデキス トロメ トル ファ ンの 0｢脱メチル化能を低下さ
せた｡
以上の結束より､ 日本人の CY P2D 6*1 0のホモ接合体の頻度は約 15 % であり, ヰloiま日
本人の C m D 6 に関わ る代謝能の個体差を決定する重要な要因である と考えられたQ また ,
C yP2D 63#5 と C Y P2 D 6*14 1こより , 日本人 P Mの 約 80 %が説明しうるが , 他に PM の原
因 となる未知なる変異遺伝子の存在が示唆された｡
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第三 章 日本人 にお ける CY P2 C 9の 変異遺伝子 に関す る検討
第 一 節 序文
CY P2C9 は フ ェ ニ トイン [7 1]､ ワル フ ァリ ン [7 2, 73]､ トルブタミド[7 1, 7 4, 75], トル
セミ ド[76]､ 非ステ ロイ ド抗炎症薬 [77- 79] など､ 臨床で用い られる十数種類の 薬物の代謝
に関与することが知られて いる ｡ こ のうち , フ ェ ニ トイ ンとトルブタミ ドにつ いては これらの水
酸化悟性に個 体差が存在する こ とが報告されており [80-85], 後に その原因とな る 2 種類 の
C Y P2C 9の変異遺伝子 ､ すな わち､ C yP2 C 9*2(C430一 寸T) と CYP2C 9*3(AIO75- C) の存
在が明らか にされた [16, 17]｡
C YP2 C9*2 は ex on 3 の 430番目の塩基である C が T に変異するこ とにより 1 4 番
目の アミノ酸の Arg が Cys に置換され る変異遺伝子である [16]勺 C W 2C9*2 の 薬物代謝油
性 へ お よぼす影智につ いて は , Ve r onese ら[71] が フ ェ ニトイ ンの水酸化括性の低下を引き起
こすこ とを確羅したのに対 し､ Ka minsky ら [73] は S- ワル ファリンの水酸化活性においてそ
の差が認め られなか っ たと報告するなど､ 一 致した結果が得られて いない ｡ また､ Rettie ら [16]
は HepG 2細胞の C W 2 C9*2 発現系を用い ､ S- ワル フ ァリ ンの水酸化活性につ いて検討した
結果 ､ VL,HX 億が減少し､ Km 億が上昇する ことを報告 している｡ それに対し, C YP 2C9*3 につ
い ては e xo n7 の 10 75番目の塩基である A が C に変異し､ 359番目の アミ ノ酸の 皿e が
LR u に患換されることにより [17]､ フ ェ ニ トイ ンとトルブタミ ドの水酸化括性が減少するこ と
が報告されてい る [32,86]｡
CYP2C 9の 変異遺伝子の頻度につ いては ､ これまで にアメリカ系白人 [17]､ アフ リカ系アメ
リカ人 [17]､ 台湾人 [1 7]､ イギリス 系白人 [87]､ 中国人 [88] など､ で報告されてい るが､
日本人の報告はない ｡ そ こで本章で は､ C W 2 C9*2 と C W2C9*3 の解析方法を確立 し, 日本
人健常人 にお ける C Y P2C 9の変異遺伝子の頻度を検討した｡
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第二節 実験材料お よび実験方紘
第 - 項 実験就薬
Av aⅡ, KpnL 御限酵素用バ ッ フ ァ - A/L はロ シ ュ ･ ダイアグノスティ ッ クス (東京)より
購入 した｡ C YP2C 9変異遺伝子解析用の prim er は種橋蕃械店(東京)に合成を依頼した｡
その他の観衆につ いては , 第 一 章の第 - 項と同じ方踏で入手 したもの ､ あるい は, 市販の もの
を使用 した｡
第二 項 対象および D NA の鋼製
日本人健常人 218名の 末梢血 よりヒトゲノ ム D N Aを抽出したo 被験者には実験の 目的 ､
方綾､ 結果か ら得られる情報の取り扱い等につ いて 口賓および文章による就明を行い ､ 同意を得
た ｡ また, 本研究は国立国際医療セ ンタ ー (東京都新宿区) の倫理委負会の承認を得た ｡
ヒト末梢血 の 採血方 接､ 末梢血から のヒトゲノム D N Aの 抽出方法, 抽出後の ヒ トゲノム
D N A量およびその純度の確認方法につ いて杜､ 第 一 章の第二 項に準じて行っ た｡ 以上の操作は
全て滅菌処理した器具を用 いて行 っ た｡
第三項 C YP2C 9 のゲノタイピング
日本人 健常 人 218 名 の 末梢血 よ り 抽 出した ヒ トゲノ ム D NA を用 い て C yP2C 9*2
(c430 T) と C yP2 C9*3(AIO75 C) の解析を以下に示した PCR- W LP法を用心lて行 っ た(義
ⅠⅠト1)｡
反応液 は 氷上 にて 以下 に示 し た よ うに調製 し た ｡ 0.5 mL マイ ク ロ チ ュ ー ブ (Treff,
Switz erla nd) に 2 LLL の ヒトゲノム D N A(0.1 LLg/ルL)､ 5 LLL の PC R buffer(50血M
K Cl,1.5 m M MgC12,0.01 %(w/v)gelatin ,10mM Tris- H Cl(PH S.3))､ 4 JLL の d N TPs(2.･5
mM)､ 2.5 LLL の A/B, あるい は , C/Dprim e rmixtu r e(10LLM; 表 Ⅱト2), 0.25 fLL の ,
Am pliTaqD N Apolm er ase(5tmit/〟I.) を混合し､ 最終容量が 50LLL になる ように蒸留
滅菌水を加えた後､ ミネラルオイルを 1 滑重層した ｡
PC R は D NA the rm alcycle rPJ2000(PE R KIN EI.M R,US A) を用も1て行 っ たo PJ2000の
ヒ ー トブロ ッ クにミネラル オイル を 1 滴滴下した後, 上記の 反応用 マイ クロチ ュ ー ブを設置し
たoC W 2 C9*2(C43 0T) の解析の ための P C R条件は ､initialde n atur atio n を 94 ℃ で 5 分
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行 っ た後 , 94 ℃ で 30秒 (de natur e), 62 ℃ で 30秒 (arm ealing)､ 72℃ で 1 分
(eKtenSiori) を 25 サイクル行い , finalexte nsion を 72 ℃ で 5分行っ たo 得られた PCR
産物のうち ､ 10 LLL をあらかじめ 0.5 LLL の AvaII(10ud t/iL u､ 2.0 LLL の制限酵素
用バ ッ フ ァ ー A､ 7･5 FLL の 蒸留滅菌水 を入れてお いた別のマイク_ロチ エ
- ブ (P C R に用いた
型と同じもの) に加え, 37 ℃､ 2 時間の制限酵素消化を行っ た ｡
C YP2 C9*3(A IO75 C) の解析のための PC R条件は ､ initialden虹 w ation を 94 ℃ で 5
分待 っ た後､ 94℃ で 30砂 (denatu 陀), 64 ℃ で 30砂 (am e aling)､ 72℃ で 1 分
(e xte n sio n) を30 サイクル行い ､ finale xte nsio n を 7 2℃ で 5 分行っ た｡ 得られた PCR
産物のうち ､ 10 LLL をあらか じめ 0.5 LLL の KpnI(10 u nit/fLL)､ 2.0 LLL の制限酵素
用バ ッ フ ァ ー L､ 7.5 LLL の 蒸留滅菌水 を入れておい た別の マイク ロチ ュ ー ブ (P C R に用いた
型土 間じもの) に加え ､ 37 ℃､ 2 時間の制限酵素消化を行っ た (図 ⅠⅠト1)｡
制限酵素消化後の PC R産物は 4 % アガ ロ - スゲル による電気泳動 (100 V, 30 から40
分) を行い ､ エ チジウムプロミ ド染色後の紫外照射 (312r m トランスイルミネ 一 夕 -) により
検出した｡
T(】b le I I ト 1. Alleles of CyP2C9c]nd m utction s q n 81yz ed in the
也
Allele s Nu cte o七i de chclnge S En zym e d ⊂七ivity Refe r
.e n ⊂e
亡土色 幽
Nor･ n dl.
De c r ea sed
2C9＋1 Non e
2C9♯Z Cヰ3◎ T Se e m ethod
臥
Sequ encepositio ns o re qs de s c ribed by Romke s et o王. [39].
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第四項 統計解析
c y p2C 9の 変異遺伝子 の頻度は Ha rdy
- Wehberg の法則に したがっ て算出したo
標本数 N における頻度 p の 95% 信頼区間は第
一 章の第ニ 節､ 第六項に準じて算出した･o
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第三節 実験結果
第 一 項 日本人に 掛ナる C YP2C 9変異遺伝子の頻度
日本 人健常人 218 名にお ける C YP2C19 変異遺伝子 は $3 の みが検出され､ その 頻度は
2.1% であ っ た (表ⅠⅠト3)｡ C W 2C9*2 は検出されなか っ た｡
蜘 L エ控盟
臥
Z C9＋1 427 97.9
ZC9♯2 ◎ 臥¢
皇エL 地
地
96.6 - 99.2
0.¢
◎.8 - 3. 4
第二 項 日本人における C Y P2C 9ゲノタイプの 頻度
El本人健常人 218名における C YP2C 9ゲノタイプは 2 種類の存在, すなわち ､ *1/*1 と
*1/*3 が検出され ､ これらの頻度はそれぞれ 95.9 % および 4.1 %であ っ た (表Ⅲ ｢4)｡ ま
た､ C YT2 C9*3 をホモ接合体としてもつ個体(*3/*3) は検出されなか っ た｡
TcLb le I I ト4 . Dis七r.ibutio n of CYPZ C9(工Ie35 9-Le u) ge n otype sin Z18
Jdt)d n e S e S ubie ⊂七s .
e n otv D e Ex D e⊂ted
♯1 /*1 Z◎9 9 5.9 (9 3.3 - 98.5) 95.8
*1 /*3 9 4. 1(1.5 - 6. 7) 4. 1
工 虹
♯The expe cted vcIlu e s w er ededu c ed by the Hc mdy- Wetnbe rg equ o七io n
fr o m ollete fr equ e n cies in Tctble =I=-3･
†95 %c o nfide n c einte r v al tn
p(】r e nthe s e s.
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第四節 考察
今回の検討で得られた日本人 218名 (43 6auele s) における C Y P2C 9の 変異遺伝子は ､･*3
の みであり､ その頻度は 2.1 % であ っ た . また ､ C YP2 C9*3 をもつ被験者のゲノタイプは 9 名
す べ てが *1(野生型)とのヘ テ ロ 接合体(*1/*3) であり､ *3 をホモ接合体として もつ 被験者
(*3/*3) は確認されなか っ た (表ⅠⅠⅠ叫). これまで ､ 日本人以外の CYP2C 9の遺伝子多型解析
に つ い ては ､ 台湾人 [17]､ アメリカ系白人 [17コ､ アフリカ系アメリカ人 [1 7], イギリス系白
人 [87]､ 中国人 [88]､ スウ ェ - デン人 [90] など, きまぎまな人種で検討きれている (表ⅠⅠト5)｡
この うち, 日本人 にお いて検出された CYT2C9*3(2.1 %) はそ の他のすべ ての 人種で も検出さ
れ ､ その 頻度は中国人 (2.6 %) と台湾人 (1.7 %) の そ れに ほぼ - 致した c また , 白人 の
CYP2C9*3 の 頻度は日本人 のそれよりも 3 - 4 倍高く ､ アフリカ系アメリカ人の頻度は日本人
のそれの 1/4 であるなど､ 人種間差があるこ とが示された ｡ 一 方, 同じ東洋人である中国人や
台湾人で も検出されて いない C YP 2 C9*2 につ い て 臥 白人の頻皮 (8.0% - 12.5 %) がアフリ
カ系アメリカ人 (1.0 %) のそれよりも約 10倍高い ｡ さらに､ Stub bin s ら[87] の報告によ
れば､ イギリス系白人における CY P2C9*2, ある いは , *3 をホモ接合体として もつ 個体の頻
度はそれぞれ 3.0 % お よび 1.0 % であ っ たこ とから ､ *2､ *3 は白人に比較的高い頻度で存
在す る CY P2C9 の変異遺伝子であると考えられた o
今回の検討の 結果､ 日本人 218 名中に CyP 2C 9*3 をホモ接合体として もつ個体 (*3/*3)
は確認されなか っ た｡ 脚 王nberg の法則によ り *3/*3 をもつ 個体の 頻度を算出した と
こ ろ､ 0.044 % であり, 2,273 人に 1 人 と極めて まれな存在である ことが予測された｡ 同様
の方法により算出した他の人種における *3/*3 をもつ個体の頻度は､ アメリカ系白人, アフリ
カ系アメリカ人 ､ 台湾人 , 中国人 のそれぞれにおい て , 0.36 %(278 人 に 1 人)､ 0.0025 %
(40,000人に 1 人)､ 0.029 %(3,44 8人に 1 人), 0.068 %(1,471 人 に 1 人) であり､ さ
らに ､ C yP2C9*2 をホモ接合体として もつ 個体 (*2/*2) の頻度は , アメリカ系白人とアフ リ
カ系アメリカ人のそれぞれ において ､ 0.64 %(156人に 1 人) および o.o1%(10,000 人に1
人) であっ た｡
3 8
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第五節 小括
本章では､ 日本人健常人 218 名を対象に C YP2C 9の 変異遺伝千 (CYP2 C9*2, *3) の頻度
の検討を行い, 以下に示す結果を得た｡
1 . 日本人健常人にお ける C YP 2C 9の変暴遺伝子は *3 のみが検出され ､ その頻度は 2.1%
であっ た｡
2 . C W 2C 9*3 をホモ接合体として もつ個体の頻度杜, Hardy⊥Wein 加rg の法則 によ り
0.044%(2,273 人に1 人) と低Vlこ とが予測された｡
以上の 結果より､ 今回得られた頻度から推定される日本人 の C YP2 C9*3 のホモ接合体の 頻
度は極めて低いと考えられたo
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第四 寧 日本 人に お ける CY P2 C 1 8 と C Y P2C19 の 変異遺伝子 の連銘
第 一 節 序文
C YP2 フ ァ ミリ ー の うち の 1 つ で ある C YP2Cサ ブフ ァミ リ ー 臥 C YP2C 8, C YP2C 9,
C Ⅵ瑠C19, C YP2 C18 の 4 つ の 分子種 から構成 さ れて いる [39]｡ この うち ､ C Y P2C9 と
C YP 2C19 はワル フ ァ リン , トルブタミ ド､ フ ェ ニ トイン､ オメプラゾ - ル ､ ジアゼ/t
o
ム ､ イミ
プラミンなど､ それぞれ十数種類の薬物の代謝に関与 して いるの に対し ､C Y P2C8と CYP2C 18
の役割はいまだ明らか にされて い ない [32]｡
C Y P2 C19 には過伝子多型が存在 し､ これまで に 7 種類の 変異遺伝子 の存在が確認されて い
る｡ こ のうち､ 日本人において報告されてい る C Y F2 C19*j(G681- A)と C YT2C19*3(G636
i A) は C YP2 C19の P M の原因となる ことが明らか にされてい る [14,15]oC y 招C19*2 は
∝ o n5 の 681番目の塩基で ある G が A に変異する ことに よりスプライス異常を引き起 こ
す変鼻であり [1 4]､ 日本人 だけでなく白人 にお いて も C Y P2C19の P Mの 75- 83 % を占
め ることが報告されて いる [14]o 一 方､ C Y P2 C19*3 はe x on 4 の 636番目の塩基である G
が A に変異するこ とによりス トッ プコ ドン を形成する変異で あり [15], 日本人 ､ および中国
人などの東洋人にお いて確認されて い るが ､ 白人においてはまれにしか存在しない [91]｡
C Y P2C18 の 遺伝子多型 につ いては Ko m由 ら [92] により C YP2C18ml が報告されて い
る ｡ C YF2C18ml は ex o n2 の 204 番目の塩基である T がA に変異するこ とによ りストッ
プコ ドンを形成し､ その 結果､ ヘ ム結合領域を欠失した不完全なタンパクを発現する [92L ま
た最近, Ts uneoka ら [93] が C YP2C1 8ml とは兵なる別の 遺伝子変異として 5'づ1anking
regio n の - 478番目の 塩基である T の C へ の変異を明らか にした (この変異遺伝子を以
下 ､ 本稿では C YP2C18i7ユタR と略称する)o 現在 ､ C yP2C18nd R の薬物代謝 ヘ およぼす影響
は明確 にされてい ない が, 最 近, 興味深 い こ とに Tsu 比Oka ら [93] は CY P2 Ci8Dd Rが
C yP2C19＋2 と完全に連鎖 して い るこ とを報告 した｡ すなわち､ C yF2 C1 8mF R をホモ､ ある ･
い は ､ ヘ テ ロ接合体として もつ 個体は C W 2 C19*2 を必ずホモ､ あるいは､ ヘ テ ロ 接合体とし
てもつ [93]｡ しか し, CY F2C19*3 と C YF2 C18ml. および c YP2 C18mFRの 関係に つ いて
は報告がない ｡
そ こで本章では, 日本人健常人 における C YP 2C1 8変異遺伝子の解析方法を確立 し､ 日本人
における頻度を調べ るとともに ､ C Y P2C18 と C YP2C 19の変異遺伝子の連鎖の 関係につ いて
検討を行 っ たo
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第二節 実験材料および実験方法
第 一 項 実験試薬
Ddel, 制限酵素用バ ッ フ ァ ー H はロ シ ュ ･ダイアグノスティッ クス (東京) より, Tsp509Ⅰ､
制限酵素用バ ッ フ ァ ー N E buffe rl はNe wEnglandBioLabs(U SA) より購入 したoC YP2C 18
変異遺伝子解析用の prim er は種橋器械店 (東京)に合成 を依頼 した｡
その他の試薬につ いては ､ 第 一 章の第 一 項と同じ方接で入手 したもの ､ あるいは､ 市販の もの
を使用した｡
第二項 対象
C YP 2C19ゲノタイプ既知の 日本人健常人 154 名の ヒトゲノム D NA を用い た.
被験者には実験の目的､ 方法､ 結果から得られる情報の取 り扱い等につ いて 口頭 および文章に
よる税明を行い, 同意を得た｡ また､ 本研究は株式会社エ スア ー ル エル (東京都八王子市) の社
内倫理委農会の承認を得たうえで行っ た o.
第三項 C YP2C18 のゲノタイピング
CYP2C19ゲ ノ タイ プ既知 の 日本 人健常 人 1 54名 の ヒ トゲノ ム D N A を用 いて ､
C YF2C18ml(T 204A)と C YP2 C18h7FR(T-478 C) の解析を P C R- RFLP 法を用いて行 っ た.
解析方法は Ko m ai ら [92] お よび Tsu n e oka ら [93] の 報告に準じて行っ た (表Ⅳ - 1)｡
T(】b le Ⅳ - 1 . Allele s of CYP2 C18a nd n ut(】tio n s (コnCIlv z ed in the Drle S e n七 st
Å11ele s Nu cte otide cha nge s En zym e d ⊂七ivi七y
(in viv ol
Refe re n c e s
2C18wt#
ZC18ml
No n e
TZ 糾 Å
臥 _
#c γpzc18wt, C YP2 C18wi王d- type･
7
4 2
Kom qi [9Zコ
Ts u n eokc]rg
策四境 統計解析
CY P2C 18の 変異遺伝子の頻度は Ha rdy- Wehbergの法則にしたがっ て算出した o
標本数 N における頻度 p の 95 %信顛区間は第 一 章の第ニ 節､ 第六頓に準じて算出した｡
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第三節 実験結果
第 一 頃 日本人における C Y P2C18 変異遺伝子の頻度
日本人健常 人 154名にお ける CYP2C18変異遺伝子は 2C1 8ml と2C1 8i71和 が検出 さ
れた o そ の頻度は C Y P2 C18ml が 14.6 %､ C W2C18m FRが31.2 % であ っ た (表Ⅳ - 2)o
Tqb le Ⅳ - 2. Fr equen cie s of m uta nt Cl lele s of CYP2C18q nd CYP 2C19 in 154
3白坦8 D e S e S ubje cts .
Z C18ml
Z C18mFR
ZC19＋Z
45 1ヰ.6
96 31.2
96 31.～
第二 項 CY P2C18 と C Y P2C19の変異遺伝子の連鎖
E9 nfidEnS iin
l◎.7 - 18. 5
26.◎ - 36. 4
Z6.◎ - 36.4
1匂. 7 - 1 8. S
日本人健常人 154 名にお ける CYP2 C18ゲノ タイプは 6 種類の 存在､ すなわち ､ wt/wt
(28･6 %), wt/h dR(37.0 %), w t/ml(14.3 %), ml/h d R(ll.0 %), m FR/i7d R(7.1 %),
m l/ml(1.9 %) が検出された (表Ⅳ -3). この うち､ 最も頻度が高か っ た CYP2C18 の ゲノ
タイ プ は C Y P2C18wt (野 生 型) と C YP2 C1 8ild R をヘ テ ロ 接 合体 と し て も つ 個 体
(wt/h7FB であっ た｡ また､ C YP2C19 と C Y P2 C18の 変異遺伝子の連鎖につも1ては 154名
すべ ての被験者に 削 1て 2C1 9*2 と
■
2C18mF R, お よび 2C19*3 と 2 C18ml が完全に連鎖
の 関係にある こ とが明らか となっ た (表Ⅳ - 3)｡
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Tqble Ⅳ - 3･ Ge n oty pe distributio n of C YP2C18nzl
,
CYP2C18mFR, CYPZ C19.2
雌 生
Ge n otype s
of 亡叩)Z亡ユβ
- _ J ∠竺
wt/wt 4 4
wt/olFR
wt/ml
ml/mFR
mFR/n7FR
鼻息 地
Ge n otype s of CYP2C19
5 7
*ユ/辛
Z2
1ア
* ? / ＋
ll
8bbre viq七io n s : wt
,
C YP2C18wi王d- type; n211 CYP2C=8ml; o1用 I C YP2Cl&mFR;
＋1, C 作Z C19＋1;
*2
,
C YPZ C19事2; *3, CYP2 C19JF3.
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第四節 考察
日本人健常人 154名 (308alleles) におい て ､ C yP2 C18mF R は CYP2C19*2 と完全に連
鎖 して いることが確認され こ の結果は Ts uneoka らの報告 [93] と 一 致した｡ また､ 今回の
検討の結果､ 新たに C YT2C1 8m l と CY T2 C19*3 も完全に連鎖の 関係にあるこ とが明らかと
なっ た (表Ⅳ - 3)｡
C YP 2C の遺伝子ほ C yP2 C8, C YF2C9, CYP2C1 9, C YP2C18 の順に同 一 染色体 10q24上
の 近傍に位直する こ とから [94]､ 今回解析 した変異遺伝子の連鎖は遺伝子の重複 に起因する こ
とが考 えられ た｡ しか し､ C W 2C1 9 はexon 4 と 既 O n5 に､ CY P2C18 は 5, -fla地 曙
regio n と e x o n2 に変異が位置している こ と さらには , 変異した塩基の 種類がそれぞれ鼻な
る こ と (C Y P2 C1 8i73f Rの T- 478 C と C YP2 C19*2 の G681A および C yP2C18ml の
T 204 A と C yP2 C1 9*3 の G636 A) か らそ の可能性は低く ､ 現段階では連鎖の原因は不明で
ある (図 Ⅳ -1).
Ko m ai らは C Y T2 C1 8ml のT204A 変異がストップコ ドンを形成 し､ その結果 C Y P2C18
の 欠損 を引 き起 こ す と報告 して い る [92]. ま た ､ C yT2 C18ml と連 鎖の 関係 にあ る
C YP2C1 9*3 は C Y P2C1 9の P M の原因となる変異遺伝子であるこ とから､ C yP2 C19*.,r' の
ホモ接合体は C YP 2C19 だけでなく､ C YP2C 18 の分子種も欠捜してい ると考え られた｡ 一 方 ､
C YP2 C18n7FR の T- 478C変異 はそ の発現 へ の影響に つ いてい まだ明確にされ てい ない こ と
か ら､ 上記と同様な現象を引き起 こすか否かは不明である ｡
今回の 検 討で 得 られ た 日本人 154 名 にお ける C Y P2C18の 変異 遺伝 子 の 頻 度は ､
2 C1 8nd Rが 31.2 o/.'､ 2C18m l が 14.6 % であ っ た ｡ こ れ らの 頻 度か ら 算出 し た
C YP2C18LnFRと CYP2C18ml の 95 %信頼限界は 26.0 - 36.4 と 1 0.7 - 18.5 であ
ー
り､
Tsu n e oka らが報 告した･2 C1 8i7d Rの 頻度 (21.4 %) [93]､ お よび Kom ai らが 報告 した
2 C18ml の頻度 (27.5%)[92] は ､ とも にそ の範囲か らはずれた｡ 同じ日本人を対象に解析し
たに もか かわらず, 頻度 の差 に こ れ だけの 違い が 生じた理 由は不 明であ るが , お そら く･ ､
Tsu n eoka ら , および Ko mai らの被験者数がそれぞれ 56名, および 40 名 と少数で あっ た
ためと考えられ る ｡
C YP2C19 はイミ プラミン , オメプラゾ - ル ､ ジアゼパ ム等 ､ 10種類以上の薬物の代謝に関
与する ことが知られて い る [32] ｡ 一 方､ C Y P2C18 はS- メ フ ェ ニ トイ ン [21, 39] とジアゼ
パム [95] につ いて の報告がある もの の ､ 薬物代謝における役割につ いては不明の点が多い ｡ 今
後､ C Y P2C18 と C Y P2C1 9の 変異遺伝子の連鎖の 臨床的な意義を明 らかにするた めには ､
C Y P2 C18の基質に関するさらなる検討が必要と考えられた ｡
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C YP2C 79 C YP 2C7 8
Fig･ Ⅳ ･ 1･ Linkage ofm uta nta(lele s ofC YP2C18a nd CYP2C19in aJapa ne s epopulatio n.
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第五節 小結
本章では ､ 日本人健常人 154 名を対象に C YP 2C18 とC YP2 C19 の変異遺伝手の連鎖につ
いて検討を行い ､ 以下に示す杵呆を得た｡
1. C y 招 C19*2 と C Y P2C18mFR に加えて , 新た に CYT2 C19*3 と C W 2C18ml が完
全に連鎖の関係にある ことを明らか にした｡
以上の 結果より､ C W 2C19*3 のホモ凄合体払 C Y P2C19 と C YP2 C18の 2 つ の分子種が
同時に欠損して いる可能性が示唆された｡ この現象の臨床的な意味は現在の ところ不明である｡
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聴括
本研究では C YPの分子種のうち ､ ヒ トの薬物代謝に 関わ る主要な酵素として知られてい る
CYP2C19, CYP2 D 6, C YP2 C 9の 日本人にお ける変異遺伝子の解析とそ の変異遺伝子が薬初代
謝能 へ およぼす影響､ お よび C YP2C19 とC YP2C18の変異遺伝子の連鎖につ いて検討を行い ,
以下に示す結論を得た ｡
1 ･ 日本人健常人を対象に C YP2 C19,C Y P2D6, C Y P2C 9の変泉遭伝子の頻度を検討した｡
そ の練果､ C Y P2 C19 につ いて は *2, *3 がそれぞれ 28.7 %,13.2%､ C YP2 D 6 につ い
ては *2, *5, 串10, *14がそれぞれ 12.9 %, 6.2%, 38.6 %, 2.2 %､ そ して C Y P2C 9 に
つ いては *β が 2.1 %存在することを明らかに した｡
2 ･ PM の原因となる変異遺伝子 ､ すなわち, C YP 2C19につ い ては *2 と *且 C YP 2 D6 に
つ いて は *5 と *14 が薬物代謝能を低下させ る ことを示 し､ これらの分子種の ゲノタイ
プ解析を行う ことで C W 2 C19 の PM を 馴ま1 00 %､ C YP2 D6 のそれを 83 %説明し
うるこ とを明らか に した｡
3･ C YP2 D 6の IM の原因となる C YP 2D 6*10 をホモ接合体として持つ個体(ヰlo/ヰlo)
札 日本人 16 2名中に約 15 %存在したこ とから ､ *10 は日本人の C YP2 D 6に関わ
る代謝能の個人差 を決定する重要な要因である と考えられた｡
4 ･ C YP 2C 19と C YP2C18 の 変異遺伝子 , すなわち, C Y P2C19*2 と C W2C18hiFR, お
よび C y P2C1 9*3 と C Y F2 C18ml は日本人 154名にお いて完全に連鎖の 関係にある
こ とから､ CY P2 C19*3 の ホモ接合体は CYP2C19 と C YP2C18の 亘 っ の分子種とも
欠損して い る可能性が示唆された｡
以上 より, 臨床において C Y P2C19, C Y P2D 6,C Y P2C 9 で代謝され る薬物を用い る場合, ,あ
るいは ､ 日本人を対象と した臨床試験を行う場合にお いて ､ C YPの遺伝子解析を行うこ とが重
要と考えられた｡
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